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AVALIAGAO DOS EFEITOS, EM FIBROBLASTOS, DA IRRADIAGAO COM LED
EM DIFERENTES COMPRIMENTOS DE ONDA ISOLADOS E COMBINADOS.

RESUMO

Diversos trabalhos no campo da fotobiologia tém focado nos efeitos, na pele, da luz
visivel, compreendida entre 400 — 700 nm. Dentre os comprimentos de onda mais
estudados, estdo o azul (em torno de 455 nm) e vermelho (em torno de 630 nm), para
0s quais ja foram descritos beneficios tanto no tratamento de patologias, como acne,
quanto para efeitos anti-envelhecimento, estimulando a expressao de proteinas
relacionadas a manutengao da estrutura da pele. O uso combinado dos diferentes
comprimentos de onda, no entanto, ainda n&o foi explorado, apesar de ja existirem
equipamentos com esta caracteristica em uso tanto por médicos quanto
consumidores. O objetivo deste trabalho foi aprofundar o conhecimento na
combinagao de trés diferentes comprimentos de onda: regido de 525 nm (luz verde),
630 nm (luz vermelha) e 455 nm (luz azul). A primeira etapa consistiu na idealizagéo,
montagem e testagem da operagdo de um aparato para irradiagdo, pois ndo ha
disponivel comercialmente para estudos in vifro. O aparato foi construido e
apresentou-se preciso na irradiacdo dentro dos comprimentos de onda de interesse.
Para ele, foi solicitado um Registro de Software, ja concedido, e também depositada
uma Patente de Invencdo. Os efeitos da irradiagdo foram caracterizados sob trés
aspectos: 1) citotoxicidade, por meio de ensaios de exclusdo por azul de Trypan e
micronucleo; 2) formacgao de radicais livres, pelo marcador H.DCF-DA e, 3) analise do
contetido proteico, pelo SDS-PAGE. Trés fluéncias foram testadas: 80 J/cm?, 40 J/cm?
e 4 J/lcm?. A fluéncia 80 J/cm? apresentou mortalidade celular em torno de 11% e foi
excluida. A fluéncia de 40 J/cm? apresentou resultados similares ao controle negativo
nos ensaios de Micronucleo e Formagao de Espécies Reativas de Oxigénio, sendo a
escolhida para analise do conteudo proteico. Neste, foram encontradas bandas
referentes a colageno, laminina e elastina, além de metaloproteinases de matriz e
fatores de crescimento de fibroblasto (FGF). O colageno | foi positivamente regulado
pelo LED vermelho, mas negativamente pelo LED verde. Para Laminina, n&o foram
encontradas diferengas qualitativas entre os grupos. Demonstrou-se diminuigdo de
MMP-1 nas condigdes onde havia incidéncia de luz vermelha corroborando os
achados de literatura, além de diminuicdo na expressao de MMP-7 e MMP-14,
resultados ainda nao descritos. Para FGF demonstrou-se, pela primeira vez, possivel
efeito inibitorio do LED verde. Ja o LED vermelho, por sua vez, apresentou-se similar
ao controle, diferentemente do descrito em literatura, muito provavelmente devido a
compensacgao do efeito dos LEDs verde e azul. Conclui-se que a interagdo entre os
diferentes comprimentos de onda pode levar a interferéncias nos resultados, como é
o caso da expressao de FGF sendo afetada pela irradiacdo conjunta com outros
LEDs. Sugere-se uso de marcadores especificos e técnicas quantitativas para
confirmacéo destes achados.

Palavras-chave: Terapia de baixa intensidade. Terapia com luz visivel. Anti-
envelhecimento. LED. Fibroblastos. Pele.



EVALUATION OF THE ANTI-AGEING EFFECTS, IN FIBROBLASTS, OF THE
IRRADIATION WITH LED USING DIFFERENT WAVELENGHTS, ALONE AND IN
COMBINATION

ABSTRACT

Several studies in photobiology field have been focusing on the effects of visible light
(400 — 700 nm) on the skin. The most studied wavelengths are blue (around 455 nm)
and red (around 630 nm), for whom several benefits are already described for
treatment of skin conditions (such as acne) as well as anti-ageing, upregulating the
expression of key proteins responsible for the skin structure maintenance. The
combined use of different wavelengths is yet not explored, even though there are
devices that provide such capability being used by doctors and consumers alike. The
main objective of this work was to deepen the knowledge on the combination of three
distinct wavelengths: 525 nm (green light), 630 nm (red light) and 455 nm (blue light).
The first stage encompassed the ideation, build up and test of an apparatus with this
capability, as there is no such commercially available for in vitro studies. The
equipment complied with all wavelengths with precision. As an additional result, the
software developed was granted a register in the National Patents Office and an
Invention Patent is filed to cover the hardware. The irradiation effects were
characterized by 1) cytotoxicity, by Trypan Blue and Micronucleus assays; 2) reactive
oxygen species formation, through the marker Ho.DCF-DA and 3) protein content
through SDS-PAGE. Three fluencies were studied: 80 J/cm?, 40 J/cm? e 4 J/cm? being
the highest one excluded right after Trypan Blue assay due to its impact on cell viability,
presenting around 11% of cell death. The fluency of 40 J/cm? presented similar results
when compared to the control on both Micronucleus and ROS assays, being then
chosen to the analysis of protein content. On the protein content assay, it was possible
to identify bands of molecular weight corresponding to collagen, laminin, and elastin,
besides matrix metalloproteinases and fibroblast growth factor. Collagen 1 was
upregulated by red light, whereas downregulated by the green one. Regarding
Laminin, no differences were found. Downregulation of MMP-1 was found in conditions
where red light was used, reinforcing literature data. Besides that, there was
downregulation of MMP-7 and MMP-14, being these results new to the state of the art.
Green light downregulated FGF and, red light presented results comparable to the
negative control. This finding does not correlate with the literature review) most likely
because it's compensating the downregulation influenced by green and blue LED. In
conclusion, the interaction between different wavelenghts can lead to interferences, as
this study showed with the expression of FGF. It's suggested the usage of more
specific markers and quantitative techniques to corroborate these results, though.

KEYWORDS: Low-level light therapy. Visible light therapy. Anti-ageing. LED.
Fibroblasts. Skin.
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13

1 INTRODUGAO

Estudos em fotodermatologia tém focado ha anos apenas na radiagdo UV,
devido a esta conter energia suficiente para desencadear efeitos bioldgicos na pele.
No entanto, estudos mais recentes vém investigando mais profundamente os efeitos
de luz visivel — compreendida entre 400 — 700 nm (MAHMOUD, 2008; CHUNG et al.,
2012; MAMALIS; SIEGEL; JAGDEO, 2016).

O primeiro trabalho descrevendo efeitos bioldégicos do uso de luz visivel foi
publicado em 1967, em Budapeste, Hungria. O objetivo inicial do trabalho era verificar
o potencial carcinogénico da mesma, irradiando o dorso raspado de camundongos
com laser de rubi emitindo em 694 nm com baixa intensidade. O grupo tratado n&o
desenvolveu cancer, mas apresentou crescimento capilar mais acelerado que o do
grupo néo tratado (HAMBLIN; DEMIDOVA, 2006).

O campo que se desenvolveu a partir dai, conhecido genericamente como
Terapia de Luz de Baixa Intensidade (em inglés, Low Level Light Therapy),
compreende estudos com laser (fonte de luz coerente) e LEDs (light emitting diodes)
de baixa intensidade. Em relacao ao laser, o LED demonstra uma série de beneficios,
como menor custo e menor intensidade sendo, portanto, potencialmente menos
danoso ao tecido (ABLON, 2018). Os primeiros trabalhos, abordados nas revisdes de
histéria da fotobiologia feitas por Daniel & Hills (1991) e Ackroyd et al. (2001), a
exemplo do descrito acima, focaram em verificar a existéncia de efeitos terapéuticos
obtidos com a incidéncia de luz. Uma série de diferentes artigos demonstra efeitos
identificados e descritos, por exemplo, para rejuvenescimento da pele, tratamento de
acne, vitiligo, lesdes causadas pelo Herpes simplex virus, cicatrizagdo, tratamento de
queimaduras e psoriase (AVCI et al., 2003; BAROLET et al., 2009; KERPPERS et al.,
2015; KIM et al., 2016; LI et al., 2016; ALBA et al., 2017; ABLON, 2018). No entanto,
até o momento, a maioria destes trabalhos encontra-se focado em apenas duas
regides do espectro, em torno de 455 nm e 625 nm, correspondente a luz azul e

vermelha, respectivamente.

Além dos efeitos biolégicos, também ja foram descritos em literatura,
diferentes mecanismos de acédo por meio dos quais estes comprimentos de onda
interagem com as estruturas celulares (KARU, 1999; HAMBLIN; DEMIDOVA, 2006),

utilizando cromoforos como carreadores de energia.
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Justamente por atuarem em moléculas reativas que estdo inseridas em
cadeias metabdlicas, ndo ha apenas efeitos benéficos, mas também ja foram descritos
efeitos deletérios. Os autores Kielbasa, Epe (2000) e Haywood (2006), demonstraram
que a natureza do efeito estaria ligada ao comprimento de onda utilizado e a
quantidade de irradiancia recebida. Por exemplo, os estudos relatados por Kielbassa,
Roza e Epe (1997), descrevem o aumento da endonuclease de reparo Fpg
(Formamidopirimidina DNA glicosilase) em comprimentos de onda entre 330 nm e 490
nm, com pico em 430 nm. Aumentos na quantidade desta enzima se correlacionam a
excitagao direta do DNA, que pode levar a oxidagdo do mesmo. A formacao de
radicais livres sob efeito de comprimentos de onda maiores que 400 nm também esta
descrita nos achados de Haywood, 2006. Sendo assim, para correta interpretacéo da
eficacia apresentada pela presente terapia, se faz necessario investigar seus efeitos
citotoxicos.

Com o vasto e promissor campo no uso dos LEDs vermelho e azul, pouco foi
investigado com relagc&o a outros comprimentos de onda, como ao redor de 525 nm
(verde) sendo grande parte da literatura publicada nos ultimos dez anos. No entanto,
0s poucos artigos existentes demonstram resultados promissores. Entre eles,
podemos citar o aumento na expressao de proteinas estruturais da pele, como
colageno e também a diminuicdo de citocinas proé-inflamatérias, como interferon y

(IFN-y), apos tratamento com LED a 525 nm (WEISS et al., 2005; KIM et al., 2016;
CHO et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha décadas, a chamada Terapia de Baixa Intensidade é utilizada de forma
pontual e esporadica no tratamento de diversas complicagées dermatoldgicas, como
acne, vitiligo, tratamento de queimadura e psoriase.

Mais recentemente, com a maior preocupagao da populagdo com o
envelhecimento e a preferéncia por alternativas ndo medicamentosas, a LLLT passou
a ser usada de forma preventiva. Esta pode ser usada como forte aliada em
tratamentos estéticos para anti-envelhecimento, principalmente devido a sua
comprovada eficacia na produgdo de colageno e inibicdo de expressao de
metaloproteinases de matriz, na regido do vermelho do espectro eletromagnético
(entre 600 e 700 nm).

Além disso, resultados positivos no controle da proliferagdo e morte da bactéria
Propionibacterium acnes, apos irradiagdo em torno de 415 - 430 nm (luz azul) também
impulsionaram o uso do mesmo em tratamentos de acne.

A partir desses achados, e levando-se em consideracdo o potencial de
crescimento do mercado de beleza (que cresceu 6,0% em 2019 e atualmente esta
avaliado em 538 bilhdes de dolares, segundo o Euromonitor (2020) foi langada uma
série de produtos comerciais, com emissao em diferentes comprimentos de onda para
diferentes aplicagdes. A grande maioria, focado na regidao entre 415 nm, 630 nm e 830
nm individualmente ou em combinacdo. A exemplo, pode-se citar os equipamentos
comerciais Omnilux, da empresa GlobalMed Technologies, utilizados para finalidade
estética (OMNILUX, 2020).

Apesar de todo este conhecimento construido, a grande maioria dos trabalhos
descreve os efeitos de determinado comprimento de onda irradiado de maneira
isolada e poucos demonstram efeitos combinados, dos diferentes LEDs sendo
utilizados de maneira concomitante. Além disso, ha também oportunidade para
compreender melhor os efeitos de outras partes do espectro eletromagnético como a
regiao compreendida entre 500 e 550 nm, correspondente a luz verde.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Elaborar um unico equipamento LED com trés comprimentos de onda (455 nm,
520 nm e 630 nm) e avaliar os efeitos decorrentes de sua aplicagado em fibroblastos.

3.2 Objetivos Especificos

| - Elaboracdo de um equipamento a base de LEDs, capaz de emitir, tanto de forma
independente quanto conjunta, luz nos comprimentos de onda em torno de 455 nm,
520 nm e 630 nm;

Il - Determinar a viabilidade celular e os possiveis danos ao DNA para diferentes
fluéncias/ combinag¢des de luz irradiada(s), utilizando os ensaios de exclus&o por azul

de Trypan e Micronucleo;

Ill- Determinar os efeitos da irradiacdo em diferentes fluéncias/ combinagdes de luz
irradiada(s), na geracao de espécies reativas de oxigénio, com o marcador diacetato
2’ — 7’ diclorofluoresceina;

IV - Dentre as fluéncias nao citotéxicas, detectar os efeitos no conteudo proteico dos
fibroblastos, irradiados com a luz verde e suas combinagdes, por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Estrutura, propriedades e envelhecimento da pele

A pele, 6rgao que pode chegar a atingir 25 mil centimetros quadrados em um
adulto, constitui uma importante defesa do corpo humano, pois € barreira a uma série
de patogenos e fatores externos que podem ser prejudiciais a0 n0sSso organismo,
como virus, bactérias e a radiacdo UV. Além disso, exerce outras importantes fungoes
como controle de temperatura e absor¢ao e secrecado de liquidos, além de funcdes
estéticas e sensoriais, como aparéncia, toque e maciez (HARRIS, 2009).

A pele é composta por trés camadas funcionalmente distintas (Figura 1):
epiderme, derme e hipoderme. A epiderme tem por principal fungdo atuar como
barreira protetora contra o ambiente externo, evitando a entrada de substancias
nocivas ao organismo e, ao mesmo tempo, retendo o conteudo interno, como agua,
eletrdlitos e nutrientes. Ela € composta principalmente por queratinécitos que se
diferenciam conforme se direcionam da camada mais interna (camada basal) para a
camada mais externa (estrato coérneo) da mesma. Além disso, nela também se situam
melandcitos (responsaveis pela produgdo de melanina); células de Langerhans
(células do sistema imune); e as células de Merkel (células receptoras do tato). A
epiderme também é transpassada pelas estruturas dos anexos da derme: foliculos
pilossebaceos e glandulas sudoriparas (HARRIS, 2009; GILABERTE et al., 2016).
Abaixo da epiderme, encontra-se a derme que é um tecido elastico e fibroso,
responsavel pela flexibilidade e resisténcia da pele. Ela é constituida majoritariamente
por fibroblastos, responsaveis pela producdo de colageno e outras proteinas
constituintes da matriz extracelular, como elastina. Aléem destas, a derme também
contém células do sistema imune, como mastocitos e macrofagos e € atravessada por
vasos sanguineos e nervos. O colageno € a principal proteina constituinte da derme,
que é um tecido conjuntivo propriamente dito, exercendo fundamental funcéo
estrutural nestes tecidos. Abaixo da derme, encontra-se a hipoderme, basicamente
constituida de tecido adiposo, sendo responsavel pela regulacdo da temperatura e

funcionando também como um depésito funcional.
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da pele, dividida em suas trés camadas:
epiderme, derme e hipoderme.

Epiderme —| |

Deme ——

Hipoderme | §

Fonte: Magalhaes, 2020.

Justamente por sua funcdo de atuar na relagdo do individuo com o meio
ambiente, a pele esta suscetivel a acdo de fatores tanto intrinsecos (como
hereditariedade, etnia) quanto extrinsecos (como temperatura, poluicdo, exposigao a
UV). Em ambos os mecanismos é descrita a formagao e atuagédo de radicais livres
(EROs), moléculas extremamente reativas que podem participar de diversas reagdes
quimicas cuja interagdo pode comprometer a fungéo celular (JENKINS, 2002). Os
principais alvos das ERO incluem proteinas estruturais como colageno e elastina;
lipideos da membrana celular e estrato cdérneo; e até mesmo acidos nucleicos,
impactando a decodificacdo da informagao genética e sua subsequente passagem as
proximas geragdes de células. Assim sendo, os principais efeitos relacionados ao
envelhecimento referem-se a diminui¢do na estrutura e elasticidade da pele (flacidez)
e perda na capacidade de retencdo de agua, levando a formagao de rugas e perda da
maciez (DIRIDOLOU et al., 2001).

4.2 O uso da Fototerapia de baixa intensidade e seu mecanismo de agao.

A radiagao pode ser classificada entre ionizante e ndo ionizante, dependendo
da forma como interage com o substrato. A radiag&o ionizante € aquela que contém
energia suficiente para remover elétrons da orbita de um determinado atomo, quando
em interagdo com ele, tornando-o ionizado. Raios X, raios gama e Ultravioleta (UV)
sao classificados como ionizantes, por exemplo. Ja a radiacéo Visivel é classificada
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como nao-ionizante por ndo ser capaz de promover o fenbmeno acima descrito
(WORLD..., 2020).

A literatura estabelece a relacdo causal entre exposicdo a radiacado UV e
favorecimento de aparecimento de cancer do tipo melanoma, principalmente via
danos causados pela ionizagdo do DNA na forma de fotoprodutos, como dimeros de
ciclobutano pirimidina (CPDs) e 6-4 fotoprodutos (6-4 PPs) (SAMPLE; HE, 2018).
Desta forma, a fim de evitar tais efeitos deletérios, torna-se muito mais interessante o

uso de radiagcdes ndo-ionizantes, como as presentes dentro do espectro de luz visivel.

De maneira geral, quando um feixe de luz entra em contato com determinado
tecido, ocorrem diferentes tipos de interacao, incluindo reflexao, refragao, absorgao e
espalhamento. Em conjunto, o espalhamento e a absor¢do s&o responsaveis pelo
decaimento dos fotons conforme a luz penetra o tecido (KEISER, 2016) conforme

demonstrado no esquema abaixo (Figura 2).

Figura 2: Diferentes fendmenos na interagao da luz com o substrato bioldgico.

Espalhamento
Ly, p

Ney,

/dente I/
_—
j\ izt

nsm,t,-d
102 relfeys a (aten

\et 4 €xdo, x Uada deyin.. »
Wit (el bSOrgéo \absoicao ee devidp 3

sp's'lh‘“‘mento)

Tecido bioldgico

Fonte: Adaptado de Keiser, 2016

O mecanismo de acio da fototerapia ainda nao esta completamente elucidado
para todos os comprimentos de onda, uma vez que estes apresentam diferengas na
capacidade de penetragdo e na quantidade de energia e consequente interagdo com
as estruturas da pele (Figura 2) (SORBELLINI; RUCCO; RINALDI, 2018). Alguns
estudos na literatura tém discutido o mecanismo de agao genérico, como KARU (1999)
e HAMBLIN e Hamblin (2006) (Figura 3) e outros estudos, ja mais especificos para
determinados comprimentos de onda (DIFFEY; FARR, 2007; MAHMOUD, 2008; SUN
et al., 2018).
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Figura 3: Representagdao esquematica da profundidade de penetragdo dos diferentes
comprimentos de onda da luz visivel na pele

Luz Azul: 400 — 470 nm
Luz Verde: aprox. 525 nm
uz Amarela: aprox. 550 nm

Mear Infre-Red: 700 — 1200 nm

3
|
Ss. | Luz Vermelha: 630 - 700 nm

)

/A
£

P/l

(=

Epiderme — |

Derme —

3 Vs
ol

Hipoderme -

Fonte: Adaptado de Sorbellini, Rucco e Rinaldi, 2018

Uma vez em contato com a pele, os fétons sdo primeiramente absorvidos,
dando inicio a mudangas quimicas nas células. Apos a absorgéo, a energia dos fotons
e transferida para um cromaoforo para que se desencadeie o seu efeito bioldgico. Desta
forma, a profundidade na qual um determinado comprimento de onda apresenta seu
efeito depende da posigdo e da banda de absor¢cdo dos diferentes cromoéforos ja
descritos na pele (DIFFEY; FARR, 2007). Alguns cromdéforos absorvem apenas na
regiao do UV, enquanto outros absorvem também no espectro visivel. Por exemplo,
B-caroteno apresenta pico de absorgdo em 455 e 490 nm, mas também absorve no
UV; protoporfirina 1X absorve fortemente em UVA, com pico de absorgdo em 405 nm,
mas também tem banda na regido dos 630 nm. Outros croméforos endégenos que
também absorvem luz visivel incluem melanina, riboflavina, hemoglobina e bilirrubina,
conforme Figura 4 (MAHMOUD, 2008). Apds absorverem a luz em determinado
comprimento de onda que esta sendo irradiado, o cromoforo assume um estado
excitado e, por fazer parte de estruturas capazes de regularem vias metabdlicas, seu
estado redox pode levar a efeitos biolégicos mensuraveis (KARU, 1999; SORBELLINI;
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RUCCO; RINALDI, 2018), como estimulagdo e proliferacdo celular, conforme os
exemplos descritos nesta introdugdo. Um exemplo de mecanismo genérico de agéo

esta representado na Figura 5.

Figura 4: Espectro de absorgédo dos croméforos presentes na pele.
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Figura 5: Mecanismo geral de ag&o da luz visivel
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Fonte: Adaptado de Kim & Calderhead, 2011

Para alguns comprimentos de onda, ja esta descrito de forma mais aprofundada
0 mecanismo de agao. Sun et al (2018) induziu o estresse oxidativo em queratinocitos
com o uso de PMA (acetato miristato de forbol), conhecido por ser um potente indutor
de tumor. Seus efeitos na formagcdo de espécies reativas de oxigénio foram
neutralizados com uso de LED 625 nm a 4,5 mW/cm? por 60 min. Este trabalho
demonstrou que, para este evento especifico, o LED de 625 nm regulou o estresse
oxidativo bem como a resposta inflamatoria pela ativagao da cascata de sinalizagao
SPHK1, conforme esquematizado na figura 6 (SUN et al, 2018). A luz vermelha
estimula a producédo de esfingosina quinase 1 (SPHK1), que modula a inflamagéo
tanto por atuagédo direta inibindo a transcrigdo de fatores como prostaglandinas,

quanto indireta, diminuindo a formagéo de espécies reativas de oxigénio.
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Figura 6: Mecanismo de regulagao do estresse oxidativo e resposta inflamatéria pela ativagdo da
cascata de sinalizagdo SPHK1.
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Fonte: Adaptado de Sun et al., 2018

4.3 Efeitos bioldgicos da irradiagao com LED vermelho

Diversos efeitos biolégicos relacionados ao uso do LED em comprimentos de
onda na faixa do vermelho estdo descritos como adjuvantes do reparo tecidual. Os
mecanismos propostos para a melhora da fungcdo da barreira cuténea incluem
producao de colageno, fatores de crescimento, indutores de transcricdo de citocinas
pro-inflamatdrias ou até mesmo pela regulacdo da producdo de componentes
lipidicos, como detalhado e referenciado abaixo.

Um estudo realizado com cultura de fibroblastos irradiada em 630 nm com
fluéncia de 2,5 J/cm? demonstrou aumento da expresséo de Colageno tipos | e Il com
concomitante decréscimo na expressédo de metaloproteinases de matriz (MMP) 1 e 2
(KIM et al., 2016). Outros trabalhos com comprimentos de onda entre 627 e 660 nm
descrevem efeitos interessantes na pele, como aumento da sintese de colageno |
(KERPERS et al., 2014) e Il com concomitante decréscimo da sintese de
metaloproteinas (MMPs) (BAROLET et al., 2009; KIM et al., 2015; KIM et al., 2016,
MOREIRA et al., 2020).

O colageno ¢ a proteina mais abundante do tecido conjuntivo contribuindo para
a firmeza da pele, além de atuar como fonte de tragdo em varios outros tecidos. O

primeiro sinal visivel de envelhecimento da pele sdo as rugas, basicamente formadas
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devido a diminuigdo na produgéo de colageno e aumento na produgao e atividade das
MMPs (KIM et al., 2015). O mecanismo de agao, neste caso, € a direta absorgéo da
luz pela mitocdndria dos fibroblastos, levando ao aumento da atividade celular, com
maior produgéo de ATP, e consequentemente maior produgéo de colageno.

Observa-se também a contribuicdo do LED para aumento de producdo de
citocinas pro-inflamatoérias e fatores de crescimento (ESMAEELINEJAD; BAYAT,
2013; KIM et al., 2015; LI et al., 2016). Mais especificamente, alguns estudos
demonstraram aumento na expressdao de CD31, Ki67, COX-2, PGE2> que sao
moléculas importantes para a inducdo da transcricdo de diversas citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1a, IL-6 e TNF-q, (KIM et al., 2015; LI et al., 2016; SUN et al.,
2018). As citocinas pro-inflamatorias auxiliam no controle do processo infeccioso e
preparam o tecido para a recuperagdo, pelo aumento da capacidade fagocitica,
estimulacédo da migragao de queratindcitos nas regides limitrofes da leséo, quimiotaxia
e proliferagéo de fibroblastos, bem como regulando a liberagdo de outras citocinas e
fatores de crescimento.

Estes dados combinados demonstram o potencial do uso comercial de LED
para, por exemplo, uso em tratamentos de rejuvenescimento facial. Outros estudos
demonstram também efeitos de comprimentos de onda ao redor de 630 nm tendo
efeito em aumento de citocinas pré-inflamatoérias, como IL-138 e TNF-q, além de fatores
de crescimento como NGF e bFGF, e interleucinas envolvidas em proliferacédo e
migragao celular, como IL-2 e IL-8 (BAROLET et al., 2009; AVCI et al., 2013; KIM et
al., 2016).

Dois estudos de Lanzafame e colaboradores, de 2013 e 2014, utilizaram LED
de 655 nm para tratamento de alopécia tanto em homens quanto em mulheres. Os
pacientes recebiam fluéncias diarias de 67,3 J/cm? por 60 dias utilizando um aparato
similar a um capacete contendo 21 lasers e 30 LEDs. Comparados a um grupo
controle, onde os pacientes recebiam irradiacdo apenas proveniente de luz
incandescente, notou-se melhora significativa (35% e 37% respectivamente) no

numero de foliculos pilosos pos-tratamento.
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4.4 Efeitos biolégicos da irradiagcdo com LED azul

A literatura sobre LED azul € mais escassa que a apresentada para o LED
vermelho, mas ja foi descrita sua agcédo para melhora de quadros de acne de forma
isolada ou em combinagdao com LED vermelho (LEE; YOU; PARK, 2007). Um estudo
de Jung et al. (2015) mostrou também potencial de regulagcdo de produgdo de sebo
(reduzindo a proliferacéo de sebdcitos) apds utilizagdo de luz azul.

Estudos clinicos utilizando LED de 415 nm em diferentes fluéncias,
demonstraram melhora visivel em caso de acne vulgaris (KIM; CALDERHEAD, 2011;
ALBA et al., 2017; ABLON, 2018). Morton et al. (2005), demonstraram resultados
positivos na diminuigdo de lesdes acneicas utilizando apenas LED azul (409 — 419
nm) em pacientes que apresentavam acne suave a moderada. Neste estudo, os
pacientes receberam fluéncia de 48 J/cm? duas vezes por semana durante quatro
semanas e foram avaliados 1, 4 e 8 semanas apos o tratamento. A partir da primeira
semana apos o tratamento foi possivel verificar reducado (média de 25%), chegando a
60% na oitava semana apdés o término do tratamento. Resultados similares foram
descritos por outros autores, no uso do LED sozinho ou em conjungdo com ativos
como acido glicolico e acido salicilico (TREMBLAY et al., 2006; WHEELAND;
DHARWAN, 2011). O mecanismo de agao proposto para este efeito bioldgico é uma
forte ativagao de porfirinas enddgenas na bactéria P. acnes, que resulta na formagao
de radicais livres, com consequente destruicdo da membrana celular (ASHKENAZI et
al., 2003).

Denda e Fuziwara (2008) utilizaram LED de 430 nm e 670 nm em
camundongos, irradiando 20 W por 1 hora e demonstraram que, enquanto a luz
vermelha favorece a recuperagcdo da epiderme e derme, a luz azul a retarda,
diminuindo a taxa de proliferagéo de fibroblastos, bem como a velocidade de migragéo
dos mesmos. Além da analise celular, a integridade da barreira cuténea foi
indiretamente medida através da perda transepidermal de agua (TEWL).
Corroborando este dado, Mamalis, Garcha e Jagdeo (2015) também descreveram os
efeitos da luz azul no retardo da proliferagdo e migracéo de fibroblastos. Estes dados
apontam uma possivel aplicagao no tratamento de queloides e outras doencgas de pele

que envolvem a formacgao de processos fibrosos.



26

A luz azul também se mostrou eficaz no tratamento de psoriase, uma vez que
pacientes com esta condicdo expressam protoporfirina IX. Em estudos in vivo,
pacientes foram submetidos a irradiagdo com LED azul (420 nm, 60 J/cm?, 50
mW/cm?; 20 min) e mostraram melhora significativa tanto na descamag&o quanto no
eritema (KLEINPENNING et al., 2012).

4.5 Efeitos biolégicos da irradiagcao com LED verde

A maioria dos estudos foca no LED vermelho e alguns outros no LED azul. Para
o LEDs verde, compreendido entre 500 nm e 550 nm (OPEL et al., 2015), e seus
efeitos na pele, ndo é muito descrito na literatura. A partir dos anos 2000, alguns
grupos iniciaram esta investigagdo demonstrando resultados promissores. Efeitos
benéficos do uso de LED verde (525 nm) foram descritos para o tratamento de
dermatite atdpica in vivo, em modelo murino, com fluéncia de 40 J/cm? dividida em
quatro sessdes de 10 J/cm? cada - com densidade de poténcia de 3,85 mW/cm? (CHO
et al., 2016). Neste estudo, verificou-se que o LED verde apresentou efeitos imuno-
modulatorios, demonstrados pelo decréscimo da expressédo de IL-4 e IFN-y,
corroborado pela diminuicdo nos niveis séricos de IgE. Também ja foram descritos
efeitos positivos para seu uso em cicatrizagéo de queimaduras (CATAO et al., 2016;
SIMOES et al., 2020). O estudo de Simdes et al. (2020), utilizou LED 520 nm em
fluéncia de 60 J/cm? por quatro sessbes, em modelo murino, e reportou melhora
significativa na aparéncia e indice de retragdo das feridas. O mesmo estudo também
demonstrou a capacidade do LED verde em promover a angiogénese no tecido sendo

reparado.

4.6 Protocolos de irradiagao

Quanto aos protocolos utilizados, conforme variedade demonstrada na tabela
1 abaixo, ainda ndao ha uma harmonizagao em relagdo aos mesmos. Parametros como
densidade de poténcia, fluéncia, disténcia entre a fonte de luz e o objeto de estudo e
até mesmo a forma de irradiacdo ainda precisam de mais estudos para cada

comprimento de onda.
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Tabela 1: Protocolos de radiagéo descritos na literatura na regido do espectro visivel.

Morton et
al., 2005

Denda;
Fuziwara,
2008

Barolet et
al., 2009

Liebman et
al., 2010

Souza et
al., 2010

Wheeland
and
Dhawan,
2011

Kleinpenni
ng et al.,
2012
Esmaeelin
ejad;
Bayat,
2013

In vivo

In vivo
(camun
dongo)

In vitro

In vitro

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

409 -
419

430-
510
550-
670
490-
560
400-
670
660

632
648
850
940

412
419

426
453

460
530
660

425

425

632,8

40

48

20 W por 1 hora

50

NA

22

NA

50

0,66

0-100

10

29

NA

2,5

NA

NA

NA

NA

15

Duas vezes
por semana
por  quatro
semanas

Uma vez

Pulsada (500
ms on/ 150

ms off)

3 vezes, com
intervalo de
24 h.

7 dias

2 vezes ao
dia, por 8
semanas
(em conjunto
com
sabonete
contendo
acido
salicilico)

20 min
diarios por 4
semanas
Uma vez ao
dia, por trés
dias

1l inflamagédo acneica
em:

- 25%, 1 semana pos
tratamento;

- 53%, 4 semanas pos
tratamento;

- 60%, 8 semanas pos
tratamento.
Recuperacgéo da
barreira cutanea:

- Luz azul retardou;

- Luz vermelha
acelerovu;

- Luzes verde e branca:
nao tiveram efeito.

Tpré-colageno |

IMMP-I

lrugosidade da pele
632, 648, 850 e 940 néo
apresentaram impacto
na proliferagdo celular,
nem em apoptose.

412,419, 426 e 453 nm:
1l no numero de células
viaveis, de maneira
dose-dependente; sem
diferencas na liberagédo
de IL-8, comparado ao
controle ndo irradiado

453 nm: 1 diferenciacao
de queratindcitos

530 e 660 nm:

1 proliferagao
fibroblastos

460 nm:
nenhuma diferenca na
proliferagao de

fibroblastos.

Apo6s 8 semanas, 90%
dos individuos
reportaram melhora na
aparéncia de sua pele, ,
com 86% indicando
este tratamento com
LED mais suave que
outros.

1 niveis de descamacao
da pele

1 niveis de eritema

1 IL-6

TbFGF



Lanzafame
et al., 2013
e 2014

Kim et al.,
2014

Kerpers et
al., 2014
Jung et al.,
2015

Mamalis et
al., 2015

Catao
MHCV et
al., 2016
Cho et al.,
2016

Kim et al.,
2016

Li et al.,
2016

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

In vivo

In vivo

In Vitro
e
In vivo

In vivo

655

633

627
945
430

630

415

520

415
525
660
830

410
480
525
595
630
850
630
460

Nao descrito

0,005
0,05

70
110
30
65

35

NA

4,23
3,85
2,42
24,72

Nao descrito

50

67,3

NA

10
20
40

10 - 80

240

10  por
sessao

In vitro:
0~10

In vivo:
0~200

45
90

NA

NA

NA

10

NA

NA

NA

10

15

Uma vez ao
dia por 60
dias

24 horas ou
72 horas
seguidas

3 dias

7 dias

A cada dois
dias, por seis
dias.

Uma vez

2x/ semana
por duas
semanas

Uma vez

Uma vez
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35% de aumento no
crescimento capilar de
pacientes homens com
alopécia;

37% de aumento no
crescimento capilar de
pacientes mulheres
com alopécia

T pré-colageno tipo |
apos 72 horas a 0,05
mW/cm?

1 MMP-1 e -2, IL-1A e
COX2 apds 72 horas a
0,05 mW/cm?

T pré-colageno tipo |

Azul:

1 diacilglicerol

1 acidos graxos livres
Vermelho:

1 esqualeno

1 diacilglicerol

1 acidos graxos livres

1 proliferagdo  de
fibroblastos;

1 velocidade de
migragao

T niveis de ROS

1 inflitracdo de células
inflamatérias;

1 inflitracdo de células
inflamatdrias;

1 IL-4 e INF-r

1 niveis séricos de IgE
(525 nm apenas)

590 e 630 nm:

T colageno | e lll
IMMP 1e2

590 nm:

1 ERK, cJun e cFos

Luz Vermelha: T area
de cicatrizacdo em 12
dias, apés 30 min
irradiacao;

Luz Azul: ndo 1 area de
cicatrizacao até 21 dias
ap6s irradiagédo de 30
min;

Luz vermelha: T EGF,
FGF, CD31 e Ki67
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Autores e Tipo Densidade Fluéncia D Resultados

Ano de poténcia (J/cm?) (cm)
(mW/cm?)

Sun et al., Invitro 4,5 mW por 30 ou 60 min = 10 Uma vez 625 nm:

2018 625 1 niveis de ROS
1l niveis de COX-2 e
PGE2
425 nm:

Sem efeitos nos niveis
de ROS nem dos

mediadores
inflamatorios.
Fernandes Invivo 470 NA 50 NA 28 seg x 4 1 angiogénese
Neto et al., aplicagbes T re-epitelizagao
2019
Bonnans et In vitro 415 Isolados: NA 10 10 min | sinais de acne
al., 2020 e ex 470 3 (in vitro) 2x/semana T expressado de ROS
vivo 5 (ex vivo) por 2
415+ | Conjunto: semanas;
470 100 6 min,
1x/semana
por 4
semanas
Simdes et Invivo @ 520 180 240 NA Dose Unica 520 nm:
al., 2020 630 300 36 T angiogénese
1 ndamero de

miofibroblastos

630 nm:

T re-epitelizagao

T indice de retragédo da
ferida
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5 MATERIAL E METODO

5.1 Cultura e manutencgao de fibroblastos

Foram utilizados neste estudo fibroblastos murinos, criopreservados,
originarios de tecido conjuntivo linhagem L929 fornecidos pela Gibco®. O criotubo
contendo as células foi retirado do nitrogénio liquido e submergido até a metade em
banho maria a 37°C até completo descongelamento. Em seguida, 20 pyL da suspensao
celular foi diluida em 20 pL de solugdo de azul de Trypan para determinagcédo do
numero de células viaveis por mL. O conteudo foi diluido a uma concentracéo de
1,25x10* células viaveis/mL em meio DMEM (Thermo Fischer) contendo 10% v/v de
SFB (Thermo Fischer), 1% de glutamina 02M (LGC) e 1% viv
penicilina/estreptomicina (Thermo Fischer), a 37°C em atmosfera de 5% de CO2em
uma incubadora ESCO. Todas as solugdes utilizadas na cultura foram preparadas
com agua deionizada em sistema Milli-Q ™ Water System (Millipore Corp., Bedford,

MA, EUA) e, posteriormente, filtradas em sistemas de filtros (TPP).

5.2 Irradiacao das células com LED (light-emitting diodes)

Para a irradiacao das células em cultura, foi utilizada uma Biotable contendo 54
LEDs modelo 5050 SMD, idealizada pela autora deste estudo em conjunto com sua
orientadora e com o Professor Dr. Alessandro Correa Mendes, do laboratério LASER,
UNIVAP. Tal aparato ndo existe em formato comercial e seu desenvolvimento e
montagem foi parte dos objetivos deste estudo. As diferentes combinagdes de luzes
utilizadas estdo descritas na tabela 2 e as fluéncias de cada ensaio, na tabela 3.



Tabela 2: Resumo do plano experimental com as diferentes combinacdes de LED.

|Etapa  LED utilizado

1 Verde sozinho

2 Verde + Azul

3 Verde + Vermelho

4 Verde + Azul + Vermelho

Fonte: Prépria autora.

Tabela 3: Diferentes fluéncias utilizadas, por ensaio.

Azul de Micronucleo Conteudo

Trypan Proteico

Fluéncias |4 J/cm?
40 J/cm? 40 J/cm?
80 J/cm?

Fonte: Propria autora.
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5.3 Avaliagao da viabilidade celular pelo Teste de exclusao por Azul de Trypan

Os fibroblastos foram plaqueados em 5 pocos de uma placa de 96 pogos, em

uma densidade de 1x10* células/poco e, apds 48 horas, foram irradiados de acordo

com a tabela 4 abaixo. Um grupo de células foi mantido sem irradiag&o para controle

negativo.

Tabela 4: Primeira etapa, irradiagdo para screening da viabilidade celular através de Azul de Trypan

| LED(s) utilizado(s) | Fluéncias

Verde

Verde + Azul 4 J/lcm?
40 J/cm?

Verde + Vermelho 80 J/cm?2

Verde + Vermelho + Azul

Fonte: Prépria autora.
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A avaliacao foi realizada 24h apéds as irradiagcdes. Para isso foram adicionados
50 pl de solugdo de azul de Trypan (Sigma®) a 0,2%, por 5 minutos, e 150 ul de
phosphate-buffered saline (PBS). Apds homogeneizagdo, as ceélulas foram
fotografadas por meio de camera acoplada a microscépio optico invertido (Zeiss® -
Axio Vert A1) em aumento de 10x, sendo selecionados 5 campos aleatorios em cada
poco, totalizando 25 campos analisados por condi¢do de irradiacdo. O experimento
foi feito em duplicata, resultando em 50 contagens para cada condi¢do estudada e
controle negativo. Foram contadas células mortas (quando retida coloracédo azul) e
vivas (células ndo coradas) de cada grupo. O experimento foi realizado em duplicata
e a analise dos dados considerou a razdo entre células mortas e células viaveis. A

analise estatistica foi realizada pelo método de one-way ANOVA seguida de Tukey.

5.4 Analise de Genotoxicidade por Micronucleo

As células foram plaqueadas em 3 pocgos, sobre laminulas, a uma densidade
de 2x10* células/pogo em placas de 24 pocos e, apos 48 horas, foram irradiadas de
acordo com as combinagdes descritas na Tabela 2, porém apenas com fluéncia de 40
Jicm?. O ensaio foi realizado 24 horas apos a irradiagdo. Primeiramente, as células
foram lavadas com PBS e, em seguida, fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS
overnight, em geladeira. As laminas foram preparadas com trés pontos contendo 5 uL
do reagente ProLong™ Diamond Antifade Montant with DAPI (4’,6-Diamino-2-
Phenylindole) (Invitrogen™). As laminulas foram retiradas das placas multipogos e
colocadas invertidas em cada um dos pontos com o reagente. As laminas foram
analisadas em microscopio confocal (Zeiss® LSM700) em aumento de 40x, sendo
selecionados 10 campos aleatorios de cada lamina. O resultado € apresentado na
forma de frequéncia, sendo esta calculada pela razdo entre o numero de células
apresentando micronucleo e o numero de células total. O critério de identificagao
utilizado foi o descrito por Tikenko-Holand, Moore e Smith (1994), e a analise
estatistica foi realizada utilizando software Minitab.
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5.5 Deteccao da formacgao de espécies reativas de oxigénio

As células foram plaqueadas em uma densidade de 4x103 células/pogos. Elas
foram submetidas a irradiagcdo de acordo com as combinagdes descritas na Tabela 2,
porém apenas com fluéncia de 40 J/cm?. A condicdo compreendendo a combinagéo
de luzes verde e azul, na fluéncia de 80 J/cm? foi utilizada como controle positivo de
emissdo de fluorescéncia. Imediatamente apos a irradiagcdo, as células foram
incubadas com o marcador 2’, 7’-dichlorodihydroflorescein diacetate (H.DCF-DA,
Sigma) a 50 M por 30 minutos a temperatura ambiente, sendo em seguida lavadas
com PBS. A fluorescéncia foi monitorada pelo leitor de placas Synergy™ HT (Bio-Tek
Instruments), com excitacdo a 485 nm e emissdo em 530 nm. O experimento foi
conduzido em duplicata, sendo que cada combinagao de luzes e os controles negativo
e positivo foram executados em cinco pogos, totalizando dez contagens para cada

condigdo.

5.6 Analise do conteudo proteico dos fibroblastos por eletroforese

As células foram plaqueadas em 5 pogos, a uma densidade de 2x10°
células/pogo em placas de 24 pogos, totalizando 1x10° células por condigdo. Apds 48
horas, foram submetidas a irradiacdo. Apds 24 horas da irradiagao, foi realizada a
extragao do conteudo proteico para posterior analise por SDS-PAGE (Eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil- sulfato de sodio).

5.6.1 Extracdo e quantificacao de proteinas

Primeiramente as células foram lavadas com PBS duas vezes e as placas
foram colocadas sob gelo. Foi adicionado 1 mL de tampdo RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay buffer. 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 1% NP-40, 1% Na-deoxicolato, 0,1% SDS) por placa e incubadas por 15 min
a 4°C, sob agitagdo. Em seguida, o conteudo foi centrifugado a 15000 rpm por 10 min
a 4°C e o sobrenadante foi estocado a -80°C para posterior quantificagao, utilizando

o método de Bradford de acordo com as instrugdes do Kit Bio-Rad: 200 uL reagente
Bio-Rad, 800 uL H20, 2 — 20 uL de amostra.
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5.6.2 Eletroforese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl-Sulfate — Polyacrilamide Gel

Electrophoresis)

Foram preparados: gel de corrida a 12% de acrilamida [40% de mix acrilamida
+ bis-acrilamida 30%]; 33% H20; 25% Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8); 1% SDS 10%; 1%
persulfato de aménio 10%, 0,004% TEMED (Tetramethylethylenediamine), e gel de
empilhamento a 5% de acrilamida (16,75% de mix acrilamida + bis-acrilamida 30%;
67,5% H20; 12,5% Tris-HCI 1,0 M (pH 6,8); 1% SDS 10%; 1% persulfato de amdnio
10%, 0,04% TEMED). Apos a completa polimerizagéo do gel, os lisados proteicos e
um controle de massa molecular (SeeBlue Pre-Stained Standard, ThermoFischer)
foram aplicados e submetidos a eletroforese a 100 V por 1 hora. Especificamente para
o colageno, foi aplicada também ao gel uma amostra de Colageno tipo | isolada e
purificada como padrdo de migragao (Sigma, C7661). Os polipeptideos separados
pelos géis de SDS-PAGE foram corados com Coomassie Brilliant Blue R250 (Thermo
Fischer) para observagdo do padréo de distribuicdo das proteinas nas diferentes

amostras estudadas.
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6 RESULTADOS

6.1 APARATO EMISSOR DE LUZ

6.1.1 Construcao do aparato emissor de luz

O aparato de irradiagao (Figura 7) foi idealizado e construido para operagao
dentro da Universidade do Vale do Paraiba, em uma colaboragdo com o Professor
Alessandro Mendes. O arcabougo foi desenhado por este grupo , e posteriormente
impresso em impressora 3D a partir de filamentos de PLA (acido polilactico) de 1,75
mm. Com relagdo aos dimensionais, o aparato foi projetado para irradiagao de placas
de cultura de células de 24 e 96 pogos, em trés diferentes distancias entre o objeto de
estudo e a fonte luminosa (1 cm, 2,5 cm e 4 cm). A irradiancia recebida pelo objeto de
estudo € dependente desta distancia a que ele se encontra da fonte luminosa, entéo
esta caracteristica no aparato permite maior flexibilidade para uso com diferentes
protocolos. Para este estudo, utilizamos a distancia de 1 cm. Além disso, o aparato
comporta o sistema elétrico e eletrénico, incluindo plataforma Arduino UNO,
embutidos e conta com painel de LED e trés botbes para operacao.

Figura 7: Visdo externa do aparato. (A) Visao frontal, a interface com o usuario com trés botdes
de comando (aumentar intensidade; diminuir intensidade; seletor) e painel em LCD. (B) Viséo
lateral e; (C) Viséao traseira, com entrada de energia e porta USB para a programacao (interface
Arduino / Computador).

Fonte: Prépria autora.
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A emissdo de luz ocorre por meio de fitas de LED modelo 5050 SMD,
compostos por uma mistura de Aluminio-Galio-Indio-Fésforo (AlGalnP). S&o seis

fileiras, contendo 9 LEDs cada, totalizando 54 LEDs, conforme mostrado na figura 8.

Figura 8: Visao detalhada do interior do aparato. Na parte inferior, em branco, estdo as 6 fitas
contendo 9 LEDs cada. Nas paredes laterais € possivel verificar nichos para encaixe do suporte
as placas de 24 e 96 pocgos. Abaixo das fileiras de LEDs encontram-se embutidos os sistemas
elétrico e eletrénico

Fonte: Propria autora.

A fita de LED possui trés canais independentes de condugdo do sinal elétrico
(RGB), e seu sistema eletrénico, esquematizado na Figura 9, foi montado de forma a
permitir o controle independente da emissao de luz nos comprimentos de onda azul
(455 nm), vermelho (630 nm) e verde (520 nm). Toda a programacao do sistema foi
realizada em C na plataforma Arduino UNO. O programa de computador foi registrado
junto ao INPI, com data de publicagdo em 27 de agosto de 2019, com o titulo “Software
para operar um equipamento de emissao de luz”, sob o numero: BR-512019001891-
5. A cépia deste certificado encontra-se no Anexo 1.
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Figura 9: Representagédo esquematica do sistema eletrénico que controla o aparato de irradiagdo

celular.
SiM1 [ I] l I] [ I]
‘ To To To
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PIN BUS v
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220R J
0
:‘:E 10
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Fonte: Prépria autora.

O desenho e operagao do aparato foram depositados junto ao INPI, em 19 de
novembro de 2020, na modalidade Patente de Invengao, sob o titulo “APARATO DE
IRRADIACAO LUMINOSA”, processo numero BR 10 2020 023694 6. A copia deste

peticionamento encontra-se no Anexo 2.

6.1.2 Caracterizacao do aparato de irradiagao.

6.1.2.1 Determinagdo do comprimento de onda emitido por cada um dos LEDs

e suas combinagées

O aparato foi caracterizado em relagéo (1) ao comprimento de onda emitido
pelos diferentes canais e (2) a densidade de poténcia optica nas diferentes distancias
possiveis entre espécimen e fonte de luz.

Para a deteccdo do comprimento de onda, foi utilizado o espectrofotometro
portatii modelo USB 4000 da Ocean Optics. Este equipamento € responsivo a
estimulos entre 200 a 1100 nm, com resolugcao de + 1,5 nm. Foram realizadas 7
medig¢des, considerando os trés canais operando de forma isolada (verde / azul /
vermelho), e em quatro combinagdes (verde e azul; verde e vermelho; azul e vermelho;

verde, azul e vermelho). O resultado foi capturado em software proprio da Ocean
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Optics e depois migrado em forma de tabela para a construgao de graficos, que estéo
apresentados na figura 10. E possivel em todos eles evidenciar os picos de emissao,

sendo a cor azul em 455 nm; a cor vermelha em 630 nm; e a cor verde em 522 nm.

Figura 10: Graficos demonstrando a distribuigéo de intensidade de luz por comprimento de onda
dos trés canais operando de forma isolada: (A) luz azul; (B) luz verde e (C) luz vermelha.

A Emissdo LED azul B Emissdo LED verde

nts)

5
3

Intensidade (cou:

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

c Emissdo LED Vermelho

Intensidade (counts)

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Prépria autora.

Quando analisados em combinagao, os picos de emissdo se mantiveram muito
proximos aos descritos acima, com diferengas apenas dentro da resolugcdo do
equipamento (x 1,5 nm). Para esta analise, as luzes foram ligadas de forma
concomitante, seja em combinag¢des de pares (Figura 11 A, B e C) ou o trio completo
(Figura 11 D).
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Figura 11: Graficos demonstrando a distribuigdo de intensidade de luz por comprimento de onda
dos trés canais operando de forma concomitante: (A) Luzes azul e verde; (B) luzes azul e
vermelha; (C) luzes vermelha e verde; e (D) luzes azul, verde e vermelha.

Emissdo LEDs Azul e Vermelho

L

ento de onda (nm)

Emissdo LEDs Azul e Verde

)

ento de Onda (nm)

idade (counts)
Intensidade

Intensl

c Emissdo LEDs Verde e Vermelho D Emissdo LEDs Verde, Vermelho e Azul

ints)

Intensidade (cou

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Prépria autora.

6.1.2.2 Determinacao da densidade de poténcia optica (irradidncia) emitida por

cada um dos LEDs e suas combinagoes

Para determinacgao da densidade de poténcia 6ptica foi utilizado o equipamento
PM100D com sensor S120VC (Thorlabs), que possui capacidade de leituras até 50
mW de poténcia para comprimentos de onda compreendidos entre 200 e 1100 nm,
com erro de +3%, segundo manual. A sonda foi colocada dentro do aparato e as
leituras foram feitas nas trés alturas desenhadas para uso, conforme descrito no item
5.1.1: 1 cm, 2,5 cm e 4 cm. Em cada uma dessas alturas, foram feitas trés medidas
em pontos diferentes, para capturar possiveis heterogeneidades de emissdo. A sonda
foi conectada a uma interface LCD, onde a poténcia foi capturada. Posteriormente,
este dado foi convertido em densidade de poténcia considerando-se a janela de leitura
da sonda, que é de 0,71 cm?, segundo informagdes do fabricante.

Para as alturas de 2,5 cm e 4,0 cm, né&o foi possivel estabilizar a leitura. Como
a sonda tem uma janela de leitura muito pequena, é de fato mais indicada para leituras

individualizadas dos LEDs, ao invés de leitura da luz ja espalhada. A densidade de
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poténcia obtida para cada comprimento de onda, e suas combinagdes, na distancia

de 1 cm entre o objeto e a fonte luminosa estdo descritas na tabela 5, abaixo.

Tabela 5: Resultados de irradiancia obtidos para a emissao dos 54 LEDs, a 1 cm da fonte luminosa,
nos diferentes comprimentos de onda estudados de forma isolada e em combinagdes

' Densidade = de
Poténcia (mW/cm?)

Azul 156,3

Verde 105,2

Vermelho 90,7

Azul e Verde 182,9

Azul e Vermelho 190,6

Verde e Vermelho 93,0

Azul, Verde e Vermelho 152,4

Fonte: Prépria autora.

6.1.2.3 Determinagao dos tempos de irradiagcdao para cada uma das fluéncias a
ser estudada

Baseado no que ja existe de literatura para os LEDs vermelho, verde e azul,
foram determinadas trés fluéncias distintas para uso neste estudo. A partir dos valores
de fluéncias e os dados de densidade de poténcia expostos no item 6.1.2.2, é possivel
calcular o tempo de irradiagado para cada condigao a partir da equacao abaixo e os
resultados encontram-se detalhados na tabela 6.

fluéncia (CT{I_Z)

densidade de poténcia (Zln—z)

x1000

t(s)=
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Tabela 6: Tempos de irradiagdo calculados a partir da irradiancia de cada LED ou combinagao para
atingir a fluéncia desejada.

LED(s) Dennsid?de de Fluér_lcia Tempo i de
Poténcia Irradiada irradiacao
4 Jlcm? 38”
Verde 105 mW/cm? | 40 J/cm? 6’ 20"
80 J/cm? 12’ 40”
4 Jlcm? 22"
Verde + Azul 180 mW/cm? 40 J/cm? 4’ 39"
80 J/cm? 9 18
4 Jlcm? 43"
Verde + Vermelho | 93 mW/cm? 40 J/cm? 710
80 J/cm? 14’ 20”
4 Jlcm? 26"
Verde +Vermelno | 156 mwiemz | 40 Jiem? 423
+ Azul
80 J/cm? 8 46”

Fonte: Prépria autora.

6.1.2.4 Verificacao da temperatura de operagao

Para garantir que o aquecimento natural do equipamento ndo prejudicasse a
obtencdo dos resultados por superaquecimento, foi realizada uma afericdo de
temperatura apos diferentes tempos do inicio da operacdo. Para tal medi¢gdo, uma
sonda foi mantida dentro do aparato, conectada por um cabo a um leitor LCD mantido
do lado de fora, onde foi possivel fazer as leituras. Foi escolhida a condigdo de LEDs
Azul e Vermelho ligados em combinagao, uma vez que esta foi a que apresentou a
maior densidade de poténcia (190,6 mW/cm?). Os resultados encontrados estdo
demonstrados na tabela 7 abaixo. O maximo de temperatura encontrado foi 36,1°C,
apo6s uma hora de equipamento ligado ininterruptamente. Assim sendo, em se
mantendo o aparelho em ambiente externo controlado em torno de 20°C, néo é

necessario acoplar refrigeracdo ao exclusiva para 0 mesmo.
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Tabela 7: Temperatura dentro do equipamento em funcionamento em diferentes tempos

Tempo (min) Temperatura (°C)

0 20,4
5 23,7
15 29,0
30 33,0
60 36,1

Fonte: Prépria autora.

6.2ESTUDO DOS EFEITOS DA IRRADIAGAO EM FIBROBLASTOS

6.2.1 Avaliagao da viabilidade celular pelo Teste de exclusao por Azul de
Trypan

A analise através de microscopia 6ptica permitiu identificar efeitos negativos na
viabilidade celular quando aplicada a fluéncia de 80 J/cm?, independente da
combinagao de cores utilizada. Na Figura 12 é possivel visualizar de forma qualitativa
este resultado, onde observa-se uma quantidade muito maior de células marcadas
com azul de Trypan nos grupos irradiados (Figura 12 B, C, D e E) versus o controle
ndo irradiado (Figura 12 A). Ja nas figuras 13 e 14, que representam respectivamente
os grupos irradiados com fluéncias 4 J/cm? e 40 J/cm?, ndo foram notadas diferencgas,

comparado ao controle nao irradiado.
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Figura 12: Microscopia 6ptica de fibroblastos submetidos a teste de exclusado por azul de Trypan apods
irradiagdo com diferentes combinagdes de LED. (A) Controle nao-irradiado; (B, C, D e E) Irradiagao a
80 J/cm2 com LED (B) verde ; (C) Verde+azul; (D) verde+vermelho; (E) verde+vermelho+azul

Fonte: Propria autora.
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Figura 13: Microscopia 6ptica de fibroblastos submetidos a teste de exclusado por azul de Trypan apoés
irradiagéo com diferentes combinagbes de LED. (A) Controle nao-irradiado; (B, C, D e E) Irradiagao a
4 J/lcm2 com LED (B) verde ; (C) Verde+azul; (D) verde+vermelho; (E) verde+vermelho+azul

Fonte: Propria autora.
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Figura 14: Microscopia optica de fibroblastos submetidos a teste de excluséo por azul de Trypan apoés
irradiagao com diferentes combinagdes de LED. (A) Controle ndo-irradiado; (B, C, D e E) Irradiagédo a
40 J/cm2 com LED (B) verde ; (C) Verde+azul; (D) verde+vermelho; (E) verde+vermelho+azul

A B

200 pum 200 um

200 pum 200 pm

200 um

Fonte: Prépria autora.

Como é possivel observar nos graficos apresentados na Figura 15, para as
fluéncias de 4 J/cm? e 40 J/cm?, a mortalidade celular ficou em torno de 1 — 2%,
apresentando-se estatisticamente similares ao controle negativo, que n&o recebeu
qualquer irradiacdo. Os resultados também demonstram que n&o ha diferenca no nivel

de mortalidade celular dependendo da luz, ou combinagéo de luzes utilizada.
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Para a fluéncia de 80 J/cm? a mortalidade aumentou significativamente,
atingindo valores de 11% a 14%, como mostrado na figura 15. A analise estatistica
pelo one-way ANOVA demonstra que esta diferenga é estatisticamente significativa (p
< 0,01) quando comparadas as condig¢des irradiadas versus controle negativo, e que
também houve diferengca estatisticamente significativa na mortalidade celular a
depender da combinagéo de luzes utilizada (F (3,96) = 5,52 e p < 0,01). Por meio da
analise post-hoc utilizando o método de Tukey, é possivel verificar que os grupos que
receberam luz verde e luz verde combinada com azul s&o similares aos demais grupos,

porém nao sdo similares entre si (Tabela 8).

Figura 15: Andlise da viabilidade celular pelo teste de exclusdo por com Azul de Trypan em
fungdo das diferentes fluéncias e combinagdes de luz utilizadas. (A) fluéncia de 4 Jcm?; (B)
fluéncia de 40 J/cm?; e (C) fluéncia de 80 J/cm?. No grafico C, as letras minlsculas representam
0 agrupamento utilizando one-way ANOVA com Tukey. Combinagdo de luzes utilizadas: (G)
verde; (GB) verde e azul; (RG) verde e vermelho; (RGB) verde, vermelho e azul.

A Anélise de Viabilidade Celular por Azul de Tripan B Andlise de Viabilidade Celular por Azul de Tripan
100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
S0 S50%
40% 40
30% 30%
20 20%
10% 10%
0% m_— s, i il m— 0 o i o m— -
CTR Negativo 4)G 4)GB 4)RG 4 ) RGB CTR Negativo 40)G 40)GB 40JRG 40JRGB
m Células Vidveis m Células Mortas W Células Vidveis  m Células Mortas
C Analise de Viabilidade Celular por Azul de Tripan
C
100% b a a,b a,b
80%
70%
60%
50%
A40%
30%
20%
s In Ha B
0% B
CTR Negativo 80)G 80)GB 80JRG 80JRGB

m Células Vidveis m Células Mortas

Fonte: Propria autora.
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Tabela 8: Analise de grupamentos por método Tukey para determinagdo de diferenciagédo
significativa entre as combinagdes de luz utilizadas

Fonte: Prépria autora.

Factor N Mean Grouping
80 J Green Blue 50 4400 A
80J)Red GreenBlue 50 4240 A B
80 J Green Red S50 3960 A B
80 J Green 50 3,280 B
Neg 50 0,840 C

Com relacéo as diferengas da mortalidade celular em decorréncia das fluéncias

aplicadas (Controle Negativo, 4 J/icm?, 40 J/cm? e 80 J/cm?), a andlise via one-way

ANOVA demonstrou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (F
(12,632) = 57,24 e p < 0,01).
Para determinar a variavel responsavel por esta diferenca, foi realizado o teste

de Tukey, cujos resultados estdo descritos na Tabela 9. Todas as combinagdes de

luzes utilizadas nas fluéncias de 4 J/cm? e 40 J/cm? apresentaram comportamento

similar ao Controle Negativo, enquanto todas as combinagdes, quando na fluéncia de

80 J/cm? foram agrupadas de forma distinta, evidenciando a significancia estatistica

das diferengas encontradas entre as fluéncias utilizadas.

Fonte: Prépria autora.

Tabela 9: Agrupamento das diferentes condigbes de irradiagéo das células resultante da analise

realizada com teste de Tukey.

Factor N Mean Grouping
80 J Verde + Vermelho + Azul 50 0,1461 A

80 J Verde + Azul 50 014256 A B

80 J Verde + Vermelho 50 01295 A B

80 J Verde 50 0,11182 B

40 J Verde + Vermelho + Azul 50 0,02481 C
Controle negativo 50 0,02258 C
4 ) Verde + Azul 50 0,02224 C
4 J Verde + Vermelho 50 0,02185 C
40 J Verde + Vermelho 50 0,02141 C
40 J Verde 50 0,01765 C
4 ) Verde 50 0,01568 C
40 J Verde + Azul 50 0,01413 C
4 ) Verde + Vermelho + Azul 45 0,01120 C

Means that do not share a letter are significantly different.



48

O resultado final, contemplando informagdes de todos os grupos estudados,
bem como as analises estatisticas realizadas esta compilado no grafico apresentado

na Figura 16.

Figura 16: Representagao grafica de todos os resultados de Viabilidade Celular, com todos os
grupos estudados, contemplando as diferentes combinagdes de luz e fluéncias.

Viabilidade Celular por Azul de Tripan

p < 0,01
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95%
90%
85%
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75%
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Fonte: Prépria autora.

Com base neste resultado de viabilidade celular, o uso da fluéncia de 80 J/cm?
foi descartado devido a alta mortalidade encontrada nesta condigéo, permanecendo

as fluéncias de 40 J/cm? e 4 J/cm? como opgdes viaveis.
6.2.2 Andlise de Genotoxicidade por Micronucleo
A analise de genotoxicidade por micronucleo nao evidenciou diferengas entre

os grupos irradiados e o controle n&o irradiado na fluéncia de 40 J/cm? como é possivel
observar de forma qualitativa na figura 17.



Figura 17: Microscopia confocal de fibroblastos submetidos a marcagdo com DAPI para analise da
formagéao de micronucleo (indicado pelas setas amarelas) ap6s irradiagao com diferentes combinagdes
de LED. (A) Controle nao-irradiado; (B, C, D e E) Irradiagdo a 40 J/cm2 com LED (B) verde ; (C)
Verde+azul; (D) verde+vermelho; (E) verde+vermelho+azul

A B

Fonte: Prépria autora.
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O resultado apresentado na Figura 18 refere-se a média de dois experimentos
independentes realizados. E possivel constatar que, independente da combinacéo de
luzes utilizada, os resultados foram similares ao controle sem irradiagéo (p>0,05). Na
condigédo de 40 J/cm? nao foram encontrados efeitos adversos para genotoxicidade

celular, a condigdo de 4 J/cm? n&o foi avaliada.

Figura 18: Analise de Genotoxicidade por marcagéo de Micronucleo indicando n&o haver maior
genotoxicidade na fluéncia de 40 J/cm? quando comparada ao controle, independente da
combinagéo de luz utilizada. CTR -: Controle Negativo.

Andlise de Genotoxicidade por Micronutcleo

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Verde Verde + Verde + Azul Verde +
Vermelho Vermelho +
Azul
W % células normais W % micronucleo

Fonte: Prépria autora.
6.2.3 Deteccdo da formagao de espécies reativas de oxigénio

Como é possivel observar, nenhuma condigao estimulou a emissao significativa
de fluorescéncia, que é a medida indireta da formacado de espécies reativas de
oxigénio, mostrando-se similares ao controle negativo e significativamente diferentes

do controle positivo (p < 0,01).
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Figura 19: Analise da fluorescéncia de diclorodihidrofluoresceina, medida indireta de presenga
de radicais livres, apos irradiagdo com diferentes combinagdes de luz a 40 J/cm?. Controle
negativo sem irradiag&o; condigéo Verde + Azul 80 J/cm? utilizada como controle positivo. * p <
0,01.

Emiss3ao da Diclorodihidrofluoresceina
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Fonte: Prépria autora.

Para a condigdo de 40 J/cm? ndo foram encontrados niveis aumentados de
espécies reativas de oxigénio comparados ao controle negativo, a condigdo de 4 J/cm?

nao foi analisada.
6.2.4 Anadlise do conteudo proteico dos fibroblastos por eletroforese

A partir dos resultados de viabilidade e citotoxicidade celular, a fluéncia de 40
J/icm? foi escolhida para irradiar os fibroblastos a fim de explorar seu potencial de
estimular a producdo de fatores antienvelhecimento. Os resultados da quantificagéo

do conteudo proteico extraido encontram-se na tabela 10.

Tabela 10: Quantificagdo do conteudo proteico extraido por condigdo irradiada.

Condigéo Ensaio # 1 | Ensaio # 2
Controle Negativo 2 26 ng/mL 2 26 ng/mL
LED Verde 40 J/cm? 23, 2 ng/mL 2 26 ng/mL
LEDs Verde e Azul 40 J/cm? 25,0 ug/mL 24,5 ng/mL
LEDs Verde e Vermelho 40 J/cm? 2 26 pg/mL 19,3 pg/mL
LEDs Verde, Azul e Vermelho 40 J/cm? | 226 ug/mL 2 26 pg/mL

Fonte: Propria autora.
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Este material, em conjunto com o padrao de de peso molecular, foi submetido
a separacdo por peso molecular via SDS-PAGE. Nesta, a partir da analise da
migrag&o do controle de massa molecular, é possivel determinar o peso molecular das
diferentes bandas apresentadas no gel. Para isto, foram seguidas as instrugdes da
Nota Técnica 3133 da BioRad. Primeiramente, foi determinada a migracao relativa

(R1) das diferentes bandas apresentadas pelo padrao de peso molecular, sendo esta:

Rl migracdo da banda (mm)

migracdo do corante (mm)

Em seguida, a migracéo relativa de cada banda do padrao foi correlacionada
ao log dos pesos moleculares descritos na especificagdo do mesmo, a saber: 198, 98,
62, 49, 38, 28, 17, 14, 6 e 3 kDa. A correlagdo gerou uma equacédo a partir da qual,
por interpolagao, as bandas desconhecidas das amostras estudadas puderam ter seu
peso molecular estimado. Além deste padrdo, foi utilizada proteina isolada de
Colageno tipo 1 (138 kDa) para confirmar a presenga da mesma no pool.

A figura 20 apresenta o resultado encontrado para as diferentes condigbes de
irradiacao.
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Figura 20: Gel de Poliacrilamida a 10% mostrando o conteudo proteico dos fibroblastos submetidos a
diferentes condi¢des de irradiagdo, separado por peso molecular. Col1A: Colageno tipo 1; CTR -
controle negativo.

Verde +
Verde + Verde + Azul +
Col1A CTR- Verde Vermelho Azul Vermelho

kDa

A correlagdo entre a migragdo relativa das bandas e o logaritmo dos
respectivos pesos moleculares gerou o grafico apresentado na Figura 21 e a equagao
da reta apresentada foi utilizada para o calculo das bandas apresentadas pelas
amostras estudadas. Os resultados, que se encontram sumarizados na tabela 11,

demonstram os achados de dois experimentos conduzidos de forma independente.
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Figura 21: Grafico apresentando a distancia percorrida por cada fragao do padrdo de massa molecular

a depender da distancia percorrida no gel.
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Fonte: Prépria autora.

Tabela 11: Inferéncia da massa molecular apresentada pelas diversas bandas por interpolagdo do
padrao.

Migracdo Relativa Peso Molecular Migragéo Peso Molecular
(kDa) Relativa (kDa)

0,153 193 0,141 201
0,226 131 0,235 126

0,341 83

0,412 63
0,447 55 0,447 55
0,471 50 0,506 44
0,541 38 0,541 38
0,588 32 0,612 29
0,800 14 0,765 16

0,812 13
0,871 10 0,871 10
0,929 8

Fonte: Propria autora.

As bases de dados UniProt e Pubmed foram utilizadas para busca por proteinas
de interesse dentro dos pesos moleculares encontrados. No UniProt, foram feitas
buscas utilizando-se as palavras chave: “collagen”, “laminin”, “elastin”, “fibroblast

growth factor” e “matrix metalloproteinase”. “Actin” também foi pesquisada devido a
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seu amplo uso como parametro para integridade celular. Os resultados foram filtrados
por organismo (Mus musculus) e pela preferéncia por revisdes feitas manualmente.

Utilizando-se a palavra chave “collagen”, foram encontrados 30 registros
compreendendo as diferentes cadeias com pesos moleculares variando de 340 a 45
kDa. Buscando especificamente por colageno tipo 1, foram encontrados dois registros:
Colageno tipo 1, alpha 1 (referéncia UniProt P11087), de 138,03 kDa e Colageno tipo
1, alpha 2 (referéncia UniProt Q01149), de 129,5 kDa. A busca por “fibroblast growth
factor” retornou 16 registros, sendo a grande maioria (14) com peso molecular entre
22 e 28 kDa. A busca por “laminin” retornou 6 registros, com pesos moleculares entre
129 e 197 kDa. A busca por “matrix metalloproteinase” retornou 21 resultados, com
pesos moleculares entre 30 e 80 kDa. “Elastin” retornou um resultado com peso
molecular de 72 kDa (referéncia UniProt P54320). Por fim, a busca por “actin” retornou
um resultado, de aproximadamente 42 kDa (referéncia UniProt P60710).

De todos os resultados encontrados, os mais proximos dos pesos moleculares
encontrados no gel SDS-PAGE estdo compilados na tabela 12. Na figura 22,
apresenta-se o recorte do gel, evidenciando a correlagao entre as bandas encontradas

no gel, seu possivel peso molecular.
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Tabela 12: Resultado da busca na base de dados UniProt por proteinas com massa molecular de
acordo com os dados aproximados determinados por SDS-PAGE

Peso Molecular Proteina Candidata Referéncia UniProt
(kDa)
193/ 201 Laminina (197 kDa) P02469
Q61292
126 Colageno 1, alpha 2 (129,5 kDa) Q01149
Colageno 1, alpha 1 (138 kDa) P11087
83 Elastin (72kDa) P54320
Receptor FGF-3 (87 kDa) Q61851
63 MMP-17 (64,3 kDa) Q9R0S3
MMP-21 (65,4 kDa) Q8K3F2
MMP-14 (66 kDa) P53690
55/50 MMP1 Colagenase A (53,5 kDa) Q9EPL6
MMP1 Colagenase B (53,5 kDa) Q9EPL5
44/ 38 Actina (42 kDa) P60710
32/29 MMP-7 (29,8 kDa) Q10738
16/14 /13 Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF P11655
— 17 kDa) P61148
Acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF
— 17 kDa)
10/8 Nao foi possivel determinar

Fonte: Prépria autora.

Figura 22: Recortes do gel SDS-PAGE evidenciando a migragéo de diferentes pesos moleculares. (A)
193 /201 kDa; (B) 126 kDa; (C) 50 — 65 kDa e (D) 13 — 16 kDa.
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Fonte: Prépria autora.
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7 DISCUSSAO

Ja esta bem estabelecido na literatura os efeitos de LED azul e vermelho em
diferentes aspectos da saude e integridade da pele, como aumento de produgéo de
colageno, diminuigdo de producédo de metaloproteinases de matriz, combate a acne,
dentre outros. (BAROLET et al., 2009; KERPPERS et al., 2014; KIM et al., 2015;
MAMALIS; GARCHA; JAGDEO, 2015; KIM et al., 2016; SUN et al., 2018; MOREIRA
et al., 2020). Isto desencadeou interesse em seu uso estético anti-envelhecimento e
0s equipamentos e respectivos protocolos, antes limitados a consultorios
dermatolégicos, atualmente encontram-se disponiveis para uso doméstico. Trés
marcas se sobressaem neste mercado com produtos chamados “mascaras faciais”:
OMNILUX, JoLee, e PROJECT E. A promessa € de resultados comprovados, com
preco acessivel, manuseio simples e seguranga para o usuario.

A maioria das mascaras emite em comprimento de onda na regido do vermelho
e infravermelho proximo e correlaciona seu uso ao rejuvenescimento celular, devido
ao estimulo a produgao de colageno e elastina. Um exemplo é a mascara Contour, da
Omnilux (Figura 23 A).

Outras possuem a capacidade de emitir estimulos em diferentes comprimentos
de onda, porém, limitando-se a um por vez. E o caso da Photon Mask, da empresa
Project E (Figura 23 B). Ela apresenta sete cores e atrela diferentes beneficios a cada
uma delas, de certa forma alinhados aos achados de literatura: violeta (390 nm,
melhoria na microcirculag&o); azul (415 nm, melhoria em peles sensiveis); ciano (490
nm, redugcdo de inflamagao); verde (525 nm, suavizagdo de rugas e linhas de
expressdo); ambar (590 nm, suavizagdo de manchas); e vermelho (630 nm, aumenta
firmeza da pele por meio de secregao de colageno).

Por fim, os langamentos mais recentes oferecem o estimulo com dois ou trés
comprimentos de onda concomitantes. A mascara JoLee (Figura 23 C) emite nas
regides do azul e vermelho e promete diminuigdo de acne ao mesmo tempo que
melhora a textura e aparéncia geral da pele. O equipamento portatil LumaPro, da
empresa Project E (Figura 23 D), permite trabalhar com as cores vermelho, ambar e
azul de forma isolada ou em combinagdes entre si. Quando em combinacio, as
empresas descrevem os resultados como simples adi¢cao dos efeitos observados de

forma isolada.
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Figura 23: Diferentes equipamentos disponiveis no mercado para tratamento de sinais de
envelhecimento, acne, dentre outros. (A) Mascara Contour, Omnilux; (B) Photon Mask, Project E; (C)
Mascara JoLee; e (D) Equipamento LumaPro, Project E.

A , B

...... Y

Fonte: A) AMNILUX (2020), Project E (2020), JOLEE (2020), Project E (2020)

Apesar da oferta de produtos comerciais, nao foi encontrada na literatura
estudos que tenham utilizado equipamento com a capacidade de emissdo nos
diferentes comprimentos de onda de forma concomitante para estudos in vitro. Foi
realizada ampla busca na plataforma PubMed, em busca de artigos cujo desenho
experimental compreenda uso de dois ou mais LEDs de forma simultanea. A busca,
realizada em Novembro de 2020, utilizando os indexadores: “blue LED” “red LED”

LT3

“green LED” “yellow LED” em conjunto, ou em combinagao aos pares, retornou apenas
estudos em vegetais onde foram combinados os LEDs vermelho e azul. Os estudos
envolvendo fibroblastos encontrados utilizam delineamento experimental com os
LEDs utilizados de forma separada e buscam resultados comparativos, como ja
abordado na revisao bibliografica.

A fabricante nacional BioPDI, referéncia em equipamentos para terapia
fotodinamica in vitro, oferece equipamento para irradiagdo de células em cultura,
chamado IrradLed48. O dispositivo € composto por 48 LEDs, possui controle de
irradiancia e tempo de irradiagao, além de diferentes niveis para distanciamento entre
objeto de estudo e fonte de luz. A empresa oferece 12 diferentes comprimentos de

onda para a construgéo da fonte de luz, mas o equipamento é monocromatico, ou seja,
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0 usuario deve escolher um comprimento de onda para a montagem do aparato
(BioPDI, 2020).

O aparato construido conseguiu entregar a operagdao em trés diferentes
comprimentos de onda (455, 525 e 630 nm) de forma isolada ou em diferentes
combinacdes, tanto em pares quanto com os trés canais operando ao mesmo tempo.
Além das buscas efetuadas no Pubmed, também foi feita busca por patentes no
diretorio do INPI (Insituto Nacional de Protegdo a Inovagdo) e néo foi encontrada
anterioridade para a tecnologia desenvolvida. A partir destas informagdes, foi
depositado o pedido de Patente de Invencéo para o aparato em Novembro de 2020.

Em seguida, experimentos in vitro foram conduzidos para estudar interagdes
da irradiagcdo com diferentes comprimentos de onda aplicados de forma isolada e
concomitante.

O Azul de Trypan permite diferenciar células vivas de mortas pela observacao
da coloragdo da célula. Devido a integridade da membrana, ndo ha acumulo do
corante no citoplasma das células viaveis, enquanto as células mortas se apresentam
com coloragéo azulada. Dentre as trés fluéncias escolhidas baseadas na revisdo de
literatura (4 J/cm?, 40 J/cm? e 80 J/cm?), os resultados demonstraram diminuigdo
significativa na viabilidade celular para 80 J/cm? independente da combinagédo de
luzes utilizada. De todos os estudos encontrados in vitro com LED vermelho ou LED
azul, apenas Liebman et al. (2010) e Mamalis, Garcha e Jagdeo (2015) utilizaram
fluéncia superior a 80 J/cm?. No primeiro, foram descritos impactos em viabilidade
celular para comprimentos de onda na regido do azul (453 nm), mas n&o para a regiéo
do vermelho (632 nm). O artigo, no entanto, n&o descreve a densidade de poténcia
utilizada e também aplica um regime de irradiagao de forma seriada (trés vezes, com
intervalo de 24 horas), diferentemente do que foi aplicado no presente estudo. Ja
Mamalis, Garcha e Jagdeo (2015) focou em 415 nm e encontrou apenas diminuigao
na proliferagéo e velocidade de migracéo dos fibroblastos, sem relatar modificagbes
na viabilidade celular. No artigo observa-se que foi utilizada uma menor densidade de
poténcia, 35 mW/cm? (versus aproximadamente 93 mW/cm? que foi a menor
encontrada para o aparato construido para o presente estudo). Possivelmente, além
da fluéncia utilizada, a densidade de poténcia também seja determinante para que
ndo ocorra diminuigdo na viabilidade celular. As fluéncias de 4 J/cm? e 40 J/cm?

mostraram-se similares ao controle sem irradiagao.
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O ensaio de micronucleo é utilizado ha quase quarenta anos como método para
determinar a genotoxicidade de diferentes fatores quimicos e fisicos, incluindo danos
ao DNA devido a irradiagdo (SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).
Devido a fatores como mal segregagao ou quebra de cromossomos, 0 micronucleo é
formado e pode ser visualizado como uma estrutura menor, proxima ao nucleo celular.
O presente trabalho utilizou DAPI como marcador para material genético e o ensaio
permitiu determinar a genotoxicidade das fluéncias de 4 J/cm?e 40 J/cm? a partir da
contagem do numero de micronucleos formados apoés irradiagéo. A irradiagao a 80
J/icm? nao foi estudada por ja ter-se mostrado inviavel pelo teste de exclus&o por azul
de Trypan. Os resultados encontrados demonstraram que a irradiagdo com fluéncias
de 4 J/lcm? e 40 J/cm? ndo levou a maior genotoxicidade quando comparada ao
controle ndo-irradado. O resultado é consistente e independe da combinacgéao de luzes
utilizada. Esta € uma analise muito difundida para estudos do dano causado por
radiacdo UV e ha alguns estudos exploraram seu uso também para radiagdo visivel
(KIELBASSA; EPE, 2000; HOFFMANN-DORR et al., 2005). Nestes estudos, foi
relatada a formacado de micronucleo e o possivel mecanismo através do qual esta
sendo formado, no entanto, ambos utilizam I&mpada de halogénio, com filtro que
permite a passagem de comprimentos de onda acima de 395 nm. Desta forma, o efeito
descrito pode ser relacionado aos comprimentos de onda mais proximos a regiao do
ultra-violeta.

O ultimo ensaio relacionado a seguranga da irradiagdo antes de verificar seus
possiveis efeitos benéficos, tratou-se do entendimento de seu impacto na formacéao
de espécies reativas de oxigénio. Estas sdo produtos do metabolismo celular e
desempenham papel importante na modulagao de diversos mecanismos relacionados
a sobrevivéncia, diferenciacdo, sinalizacdo e morte celular. No entanto, o desbalancgo
entre a formagao destes radicais e a neutralizagdo do seu excesso leva a danos
oxidativos as proteinas, lipideos e acidos nucleicos (DAYEM et al., 2017). A formagéo
de espécies reativas de oxigénio foi visualizada pelo marcador 2°, 7'-
dichlorodihydroflorescein diacetate (H2DCF-DA). Na presengca de esterases
intracelulares e moléculas oxidativas, como O%, H,DCF-DA é convertida em DCF
(dichlorodihydrofluorescein), uma molécula altamente fluorescente (SUN et al., 2018).
Os resultados encontrados demonstraram que a irradiagdo com fluéncias de 4 J/cm?

e 40 J/cm? ndo levou a maior formagdo de espécies reativas de oxigénio quando
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comparada ao controle nao-irradiado. Foi estudada também a combinagéo de luzes
verde e azul, a 80 J/cm?, para melhor correlagdo entre os resultados encontrados e
seu impacto na homeostase, uma vez que esta condi¢gao apresentou baixa viabilidade
celular no ensaio de excluséo por azul de Trypan. Para esta condigdo, a formacéo de
EROs foi significativamente superior, demonstrando que os numeros encontrados
para as fluéncias de 4 J/icm? e 40 J/cm? refletem seu papel para o correto
funcionamento celular e n&o efeitos deletérios.

Em conjunto, os resultados dos ensaios de exclusdo por azul de trypan,
micronucleo e formacado de EROs demonstraram a seguranga para uso das fluéncias
de 4 J/icm? e 40 J/cm? nas diferentes combinagdes de luz utilizadas. Estudos
demonstram a relacdo dose-dependente dos efeitos benéficos do LED (LIEBMAN et
al., 2010; ESMAEELINEJAD; BAYAT, 2013; JUNG et al., 2015, KIM et al., 2016).
Desta forma, foi escolhida a maior fluéncia segura, de 40 J/cm? para melhor
entendimento do conteudo protéico de células submetidas a irradiacdo. Os resultados
da analise por SDS-PAGE indicam achados qualitativos interessantes em proteinas
estruturantes, como colageno, laminina e elastina, além de metaloproteinases de
matriz e fatores de crescimento.

Para todos os grupos, é possivel observar uma forte banda ao redor de 138
kDa, correspondente a migragdo para o colageno tipo | puro, que foi utilizado como
padrdao para esta proteina especificamente. O colageno é a principal proteina
estruturante da pele e € a mais abundante em mamiferos (BARATI et al., 2020) e esta
presente em altas quantidades na porc¢do reticular da derme. Em conjunto com
elastina, é responsavel pela propriedade viscoelastica da pele, que € sua capacidade
de retornar ao estado inicial depois de um determinado estresse uma vez que a origem
do mesmo seja removida (AZIZ et al., 2016). O deslizamento e realinhamento das
fibras de colageno permite que a pele deforme sem perder sua integridade, enquanto
as fibras elasticas retornam a pele a seu estado inicial quando ndo ha mais forca
externa. Além do estresse mecanico, outros fatores biolégicos (como envelhecimento
e cancer) e ambientais (como exposigao a radiagdo UV) podem alterar a arquitetura e
propriedades estruturais destas redes de colageno e elastina (OSMAN et al., 2013).
Ja foram descritos em literatura mais de 20 tipos de colageno, que se diferenciam por
sua estrutura. Todos os tipos sdo formados por uma tripla hélice, que é composta por

duas cadeias idénticas (¢, 1) e uma quimicamente diferente (¢2) (OSMAN et al., 2013).
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O colageno tipo | € majoritariamente encontrado na pele, e o aumento de sua
expresséao ja foi descrito apds a irradiacdo com diferentes comprimentos de onda,
como 660 nm (BAROLET et al, 2009), 590 e 630 nm (KERPPERS et al., 2014; KIM et
al., 2015; KIM et al., 2016). Apesar de ndo haver dados quantitativos no presente
estudo para avaliagdo da expressdo de colageno, qualitativamente €& possivel
observar diferengas entre as combinacdes de luz utilizadas. A irradiacdo com luz
verde sozinha foi a que apresentou banda de intensidade mais fraca quando
comparado aos grupos verde+vermelho e verde+vermelho+azul. Isto corrobora os
achados descritos na literatura para a estimulacdo da producdo de colageno
encontrada na regido do vermelho (630 e 660 nm). No entanto, seria necessaria a
analise quantitativa para avaliar se ha diferengas com relagdo ao grupo controle. O
grupo irradiado com a combinagdo de luzes verde e azul apresenta-se
qualitativamente maior que o grupo irradiado com verde sozinho, indicando possivel
contribuigdo da luz azul no estimulo a sintese de colageno. Um estudo analisou os
efeitos do LED azul (450 nm) especificamente na produgdo de colageno e demonstrou
sua redugdo em fluéncia de 30 J/cm? (MIGNON et al., 2018). Seu papel em processos
de cicatrizagdo de feridas e recuperagdo de queimaduras também foi investigado e
nao foi encontrada evidéncia de aumento de proliferagcao de fibroblastos (SOUSA et
al., 2010; FERNANDES NETO et al., 2019). Assim sendo, pode-se inferir que, ao
contrario de estimular a produc¢ao de colageno, o LED azul neste caso poderia estar
atuando de forma a diminuir a influéncia do LED verde nos mecanismos de
degradagéao do colageno ja presente no meio antes da irradiagéo.

Lamininas s&o glicoproteinas compostas por cadeias q, 8 € y que se trimerizam
formando uma estrutura cruciforme que interage com outros constituintes da
membrana basal, sendo essencial para sua formacéo (RAUR, REINHARDT, 2015).
Qualitativamente ndo € possivel observar diferencas nesta proteina dentre os grupos
estudados e também ndo ha em literatura maiores esclarecimentos sobre o papel do
LED em sua expressao.

Metaloproteinases de matriz € uma familia de enzimas proteoliticas. Elas
podem tanto ser secretadas quanto estarem ancoradas a membrana plasmatica e
hidrolisam componentes de matriz extracelular e também moléculas presentes na
superficie celular. Elas desempenham papel fundamental na morfogénese, ovulagéo,

implantagdo do embrido, crescimento neural, angiogénese, cicatrizagado e apoptose
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(NAGASE, MURPHY, 2013). Os resultados encontrados sugerem a presencga das
seguintes MMPs: 1, 7, 14, 17 e 21. E possivel observar, qualitativamente, uma menor
quantidade destas nos grupos irradiados com luz vermelha (vermelho+verde e
vermelho+verde+azul) quando comparado aos grupos controle e irradiados sem luz
vermelha (verde e verde+azul). A MMP1, também conhecida como colagenase,
justamente tem por um de seus substratos o colageno tipo | e sua diminui¢do por
irradiagdo com luz vermelha ja havia sido descrita na literatura (BAROLET et al., 2009;
KIM et al.,, 2015; KIM et al., 2016). O presente estudo corrobora esse achado e
adiciona que a concomitancia de irradiacao de luz vermelha com outros comprimentos
de onda aparentemente nao interferiu nesta propriedade. Para as MMPs 7, 14, 17 e
21, por sua vez, nao existe dado na literatura demonstrando efeitos de irradiagdo com
LED em sua sintese, sendo o achado deste estudo, inédito. Ja estdo descritos
diversos substratos para estas MMPs (LARONHA, CALDEIRA, 2020) e a tabela
abaixo sintetiza os principais, relacionados as proteinas encontradas no presente
estudo (Tabela 13). As MMP-17 e MMP-21 ndo apresentam substrato descrito dentre
as proteinas candidatas, portanto, muito provavelmente a banda ao redor de 63 kDa

deva ser correspondente a MMP-14.

Tabela 13: Correlacado entre as metaloproteinases com peso molelcular correspondente ao encontrado

no SDS-PAGE e seus respectivos substratos ja descritos em literatura

MMP Substratos dentre as proteinas
candidatas deste estudo

7 Elastina, Laminina

14 Colageno I, Laminina

17 Nao descrito

21 Nao descrito

Fonte: Prépria autora.

Os Fatores de Crescimento de Fibroblastos sdo uma familia de fatores de
proteinas capazes de atuar em diversas vias de sinalizagdo intracelular. Eles
promovem a proliferacdo de fibroblastos, levando ao reparo e regeneragdo de uma
grande variedade de tecidos, como pele, vasos sanguineos e musculos (YUN et al.,
2010). Qualitativamente é possivel observar diferengas entre os grupos irradiados,
com a provavel menor expresséo destes fatores nos grupos verde e verde+azul. Os

grupos irradiados com LED vermelho (vermelho+verde e vermelho+verde+azul)
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apresentaram resultado similar ao controle. Com relagdo ao LED verde sozinho, ndo
ha na literatura estudos analisando seus efeitos na expressao de FGF e este estudo
demonstra sua possivel correlacdo com menor expressao deste fator. Para o LED azul,
ja foi relatada sua relagcdo com a menor proliferagdo de fibroblastos (MAMALIS;
GARCHA; JAGDEO, 2015), o que pode ser correlacionado a menor expressao de
FGF encontrada no grupo verde+azul. Enquando estudos demonstram maior
expressao de FGF quando utilizada irradiagéo por LED vermelho (ESMAEELINEJAD;
BAYAT, 2013; LI et al., 2016), no presente estudo ndo foram encontradas diferengas
em comparagdo ao controle. Muito provavelmente o LED vermelho estimulou o
aumento de FGF, mas este foi compensado pelo efeito diminutivo dos LEDs verde e

azul.
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8 CONCLUSOES

Com este trabalho, primeiramente foi construido um aparelho capaz de emitir
trés diferentes comprimentos de onda de forma isolada ou concomitante, O mesmo
apresentou precisdao e também foi capaz de trabalhar em fluéncias similares a
equipamentos comerciais que trabalham com os LEDs de forma isolada. Abre-se, a
partir dai, a possibilidade de explorar outras combinagdes, além de outros protocolos
experimentais relacionando fluéncia e densidades de poténcia distintas.

Trés fluéncias foram inicialmente propostas sendo que a maior, de 80 J/cm?
afetou a viabilidade celular em todas as combinagdes de LEDs utilizada e foi excluida
do desenho experimental. As fluéncias de 40 J/cm? e 4 J/cm? mostraram-se
comparaveis ao controle sem irradiagdo nos ensaios de genotoxicidade e formagéo

de radicais livres.

Os resultados da analise por SDS-PAGE indicam achados qualitativos
interessantes em proteinas estruturantes, como colageno, laminina e elastina, além
de metaloproteinases de matriz e fatores de crescimento. Além disto, também
demonstrou-se que a interacdo dos diferentes comprimentos de onda pode levar a
interferéncias modificando resultados encontrados para determiando comprimento de
onda quando utilizado de forma isolada. Sugere-se, a fim de confirmar estes achados,
estudos com marcadores especificos para estas proteinas de interesse, a fim de

comprovar sua identidade e posterior quantificacdo dos resultados.
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ANEXO 1 - CERTIFICADO DE REGISTRO DE SOFTWARE NO INPI
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REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA ECONOMIA

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
DIRETORIA DE PATENTES, PROGRAMAS DE COMPUTADOR E TOPOGRAFIAS DE CIRCUITOS INTEGRADOS

Certificado de Registro de Programa de Computador

Processo N°: BR512019001891-5

O Instituto Nacional da Propriedade Industrial expede o presente certficado de registro de programa de
computador, valido por 50 anos a partir de 1° de janeiro subsequente & data de 27/08/2019. em conformidade com o
§2° art 2° da Lei 9.609, de 19 de Fevereiro de 1998,

Titulo: Software para operar um equipamento de emissao de luz
Data de publicagio: 27/08/2019

Data de criagao: 15/05/2019

Titular{es): FUNDACAO VALEPARAIBANA DE ENSINO

Autor(es): MARIA EMILIA DE OLIVEIRA BRENHA RIBEIRO: JULIANA GUERRA PINTO; JULIANA FERREIRA
STRIXINO; ALESSANDRO CORREA MENDES

Linguagem: C

Campo de aplicagdo: SD-09

Tipo de programa: IT-03

Algoritmo hash: SHA-512

Resumo digital hash:

32bca59593079d172eTdcad 5c26a65e01be6905d8cdea2l 1c97eb2fc82382d484a022 1edbd44d07 2d4b210eb8a667991
d1ffa51b16b53d1d2ca2ad63de88954

Expedido em: 03/09/2019

Aprovado por:
Helmar Alvares
Chefe da DIPTO - Portana/INPI/DIRPA N° 09, de 01 de julho de 2019
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ANEXO 2 - PEDIDO DE PATENTE DE INVENGAO — APARATO DE IRRADIAGAO
LUMINOSA

INBTI'I'IIYO 19/11/2020 8702001&6530
S razizoee |||||||||I|||I|||I|II||I||I|I||||||||II I
INDUSTRIAL

Pedido nacional de Invenc¢do, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adic3o de Invencao e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2020 023694 6

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razdo Social: FUNDACAO VALEPARAIBANA DE ENSINO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 60191244000120
Nacionalidade: Brasieira
Qualificagio Juridica: Instituic3o de Ensino e Pesquisa
Enderego: PCA CANDIDO DIAS CASTEJON, 116 - CENTRO

Cidade: S3o José dos Campos

Estado: SP
CEP: 12245-720
Pais: Brasi

Telefone: (12)30471090
Fax:

Email: f've@univap.br

PETICIONAMENTO  £5ta sol fol enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 19/11/2020 3s
ELETRONICO 19:08, Peticho 570200146530



Dados do Pedido

Natureza Patente:

Tihlodaiw!ngiowuode&d;
Resumo:

Figura a publicar:
Dados do Procurador

10 - Patente de Invenc3o (P1)
APARATO DE IRRADIAQAO LUMINOSA

. A presente mvengao refere-se a um aparato de lradlagao luminosa

(1)oompreendendo camara de teste (8), sistema elétnco e
eletronico, fitas de LED (7) e suporte 3s placas; em que a camara de
teste(ﬁ)possulunapluralldadedemdlos (B)nasparedeslaterans
paraencalxedosupor&asplacas emcpeosasemaeletncoe
eletronico compreende uma plataforma Arduino UNO, painel de
Meffaeeeomousuamp)etmsbobesopefaema:s(:’.) emquea
ﬁadeLEDG)possultreswmmdependeMesdeomdugaodo
sinal eletrico (RGB); e em que o sistema eletronico realza o controle
independente da emissac de luz em diferentes comprimentos de
g\daavaves' dos diferentes canais.

Procurador:
Nome ou Razdo Social:
Numero OAB:
Numero APL:
CPFICNPJ:
Enderego:
Cidade:
Estado:
CEP:
Telefone:
Fax:
Email:

Nome ou Razao Social:
CPFICNPJ:

Denis Allan Daniel

556

00621218715

Av. Republica do Chile, n® 230 - 3° andar- Centro
Rio de Janeiro

RJ

20031-170

(21) 21024200

(21) 2524-2244

expediente@daniel-ip.com

Daniel Advogados (Alt.de Daniel & Cia)
33073800000121

PETICIONAMENTO  £5t3 5ol
ELETRONICO 19-03509

fol enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 19/11/2020 as
870200146530
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 4

Nome: MARIA EMILIA DE OLIVEIRA BRENHA RIBEIRO
CPF: 23741588390
Nacionalidade: Brasieira
Qualificagdo Fisica: Doutorando
Enderego: Rua Femando Fagundes, 71
Cidade: S3o José dos Campos
Estado: SP
CEP: 12244-512
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Emai:
Inventor 2 de 4

Nome: JULIANA FERREIRA STRIXINO
CPF: 25357798393
Nacionalidade: Brasieira
Qualificagdo Fisica: Professor do ensino superior
Enderego: Rua Ruivo, 143, ap 301
Cidade: S3o José dos Campos
Estado: SP
CEP: 12246-130
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:
Inventor 3 de 4

PETICIONAMENTO 543 sol fol enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 13/11/2020 3s
ELETRONICO 19:08, P 870200146530
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Nome: JULIANA GUERRA PINTO
CPF: 35237780857
Nacionalidade: Brasieira

Qualificagdo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:
CEP:
Pais:
Telefone:
Fax:
Emai:
Inventor 4 de 4

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Telefone:

Fax

Documentos anexados

Professor do ensino superior

Av. Shishima Hifume, 3420, ap 24B
S30 José dos Campos

SP

12244-390

BRASIL

ALESSANDRO CORREA MENDES
02522862044

Brasdeira

Professor do ensino superior

Rua Inés Maria Cuoghi, 50

S30 José dos Campos

sP

12244-857

: BRASIL

Tipo Anexo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Nome

200081-0 Guia pdf
20998 1-0 Relatorio.pdf
200931-0 Reivindicag3o.pdf
200081-0 Desenhos.pdf
202281-0 Resumo.pdf

Relatorio Descritivo
Rewindicagio
Desenho

Resumo

PETICIONAMENTO  £5t3 z01

fol enviada sistema Peticionamento Eletronico em 19/11/2020 as
ELETRONICO -

19:08, Pi 870200146530



